Визначення гострої токсичності екстракту з листя Prunus domestica та органічних кислот у сировині by Lenchyk, L. V. et al.
[66] Фармацевтична хімія та фармакогнозія
УКРАЇНСЬКИЙ БІОФАРМАЦЕВТИЧНИЙ ЖУРНАЛ, № 1 (42) 2016ISSN 2311-715X
УДК 615.3:582.711.713:543.544.3
Л. В. Ленчик, І. В. Сенюк, Башар Джаббар Алі-Сахлані
Національний фармацевтичний університет
ВИЗНАЧЕННЯ ГОСТРОЇ ТОКСИЧНОСТІ ЕКСТРАКТУ  
З ЛИСТЯ PRUNUS DOMESTICA ТА ОРГАНІЧНИХ КИСЛОТ 
У СИРОВИНІ
Методом газової хроматографії з мас-спектрометричним детектором був вивчений якісний склад та 
вміст органічних кислот у листі сливи. При хроматографуванні використовували хроматографічну колон- 
ку – INNOWAX діаметром 0,25 мм і завдовжки 30 м. Швидкість газу-носія (гелій): 1,2 мл/хв; температура 
нагрівача – 250 °C. Температура термостату програмувалася від 50 до 250 °С зі швидкістю 4 °С/хв. Вста-
новлено наявність і визначено кількісний вміст 29 органічних кислот. Всього сировина містила 3,00 % ор-
ганічних кислот, у тому числі (%) – 0,56 жирних; 1,66 ди- і трикарбонових; 0,10 фенолкарбонових і 0,63 оксо- 
кислот (левулінової). Серед карбонових кислот вміст лимонної, яблучної і щавлевої кислот був найбільшим – 
5520,954; 4737,60 і 4591,85 мг/кг, відповідно. Ліноленова і пальмітинова кислоти переважали серед жир-
них кислот, (мг/кг) 3039,44 і 1545,76 відповідно. Серед фенольних кислот в найбільшій кількості містилася 
бензойна кислота (226,08 мг/кг). З листя сливи був отриманий густий екстракт та вивчено його гостру 
токсичність за експрес-методом Пастушенко Т. В. на мишах та щурах. Встановлено, що екстракт є без-
печним засобом та за класифікацією Сидорова К. К. відноситься до VI класу токсичності.
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ВСТУП
Слива домашня (лат. Prunus domestica) родини 
Rosaceae широко розповсюджена на території Укра-
їни, має багато районованих і місцевих сортів та за 
кількістю насаджень поступається лише яблуні, гру- 
ші та вишні. Згідно з літературними даними плоди 
сливи містять 6-17 % цукрів, до 8 % пектинових ре-
човин, органічні кислоти (яблучну, лимонну, щавле- 
ву, бурштинову, хінну) – до 1,6 %, флавоноїди, дубильні 
речовини, вітаміни [5, 8, 14]. Ядра кісточок містять 
жирну олію до 42 %, яка використовується в меди- 
цині під назвою «персикова олія» Oleum Рersicorum [4]. 
Хімічний склад листя сливи вивчений недостатньо.
У НФаУ з листя сливи був отриманий густий екс- 
тракт та проведено скринінгове визначення його біо- 
логічної активності [2]. Серед біологічно активних 
речовин екстракту, що можуть бути відповідальни-
ми за фармакологічні ефекти екстракту, є органічні 
кислоти. З літературних джерел відомо, що, наприк- 
лад, ферулова кислота має сильну антиоксидантну 
дію, гальмує процеси перекисного окиснення ліпідів 
у біомембранах, виявляє протизапальний ефект, обу- 
мовлений блокуванням специфічних рецепторів ме- 
діаторів запалення. Хлорогенова  кислота виявляє ви- 
разну протизапальну та антиоксидантну активність 
[11]. Бурштинова кислота чинить адаптогенну дію, впли-
ває на синтез білка та гемоглобіну [3, 9, 12, 13, 14, 15]. 
Метою нашого дослідження було вивчення якіс- 
ного складу та вмісту органічних кислот у листі сли- 
ви домашньої для створення методів контролю якості 
на сировину та визначення гострої токсичності отри- 
маного екстракту з листя сливи.
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Об’єктом досліджень було листя сливи домашньої 
сорту «Угорка донецька». Заготівлю листя проводили 
в Харківській області у серпні 2014 року після збору 
плодів. 
Вивчення якісного складу і вмісту органічних кис- 
лот у листі сливи було проведено методом газової хро- 
матографії з мас-детектуванням на п’яти серіях си-
ровини [1]. 
До 50 мг листя сливи у віалі на 2 мл додавали внут-
рішній стандарт (50 мкг тридекану в гексані) і додава-
ли 1,0 мл метилюючого агента (14 % BCl3 в метанолі, 
Supelco 3-3033). Суміш витримували в герметично зак-
ритій віалі впродовж 8 год при 65 0С. За цей час з рос-
линного матеріалу відбувалася повна екстракція жир-
ної олії, проходив її гідроліз на складові жирні кислоти 
та їх метилювання. Одночасно метилюванню піддава-
лися вільні органічні та фенолкарбонові кислоти [10].
Реакційну суміш зливали з осаду рослинного ма- 
теріалу і розбавляли 1 мл води очищеної. Для вилу-© Ленчик Л. В., Сенюк I. В., Башар Джаббар Алi-Сахланi, 2016
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чення метилових естерів додавали 0,2 мл хлористого 
метилену, обережно струшували кілька разів протя-
гом години, а потім хроматографували отриманий 
екстракт. Пробу (2 мкл) вводили в хроматографічну 
колонку в режимі splitless, тобто без поділу потоку, 
що дозволяло ввести пробу без втрати на поділ і іс-
тотно збільшити чутливість методу хроматографу-
вання. Швидкість введення проби складала 1,2 мл/хв 
протягом 0,2 хв.
Вміст органічних кислот визначали на хроматог- 
рафі Agilent Technologies 6890 з мас-спектрометрич-
ним детектором 5973 при таких параметрах: колонка – 
капілярна INNOWAX, внутрішній діаметр – 0,25 мм, 
довжина – 30 м, газ-носій – гелій, швидкість потоку – 
1,2 мл/хв. Температура нагрівача введення проби – 
250 ºС. Температура термостату запрограмована від 
50 до 250 0С зі швидкістю 4 град/хв. Для ідентифі- 
кації компонентів використовували бібліотеку мас-
спектрів NIST05 і WILEY 2007 із загальною кількістю 
спектрів більше 470000 в поєднанні з програмами для 
ідентифікації AMDIS і NIST. Кількісні розрахунки про- 
водили за методом внутрішнього стандарту. Вміст 
компонентів С (мг/кг) визначали за формулою:
де: П1 – площа піку досліджуваної речовини; 
П2 – площа піку стандарту; 50 – маса внутрішнього 
стандарту (мкг), введеного в зразок; М – наважка си- 
ровини, мг. 
Статистичну обробку результатів проводили з 
використанням пакету Statistica 6.0. Похибка не пе-
ревищувала 5 %.
Вивчення гострої токсичності екстракту з листя 
сливи домашньої проводили за експрес-методом Пас-
тушенко Т. В. із співавторами на мишах та щурах [6]. 
Було проведено п’ять серій експериментів, для 
кожної серії використовували білих безпородних ми- 
шей (по три особини в кожній серії) обох статей ва- 
гою 20-25 г. Досліджуваний екстракт вводили внут- 
рішньошлунково. За тваринами спостерігали впродовж 
тижня.
Тваринам першої групи досліджуваний екстракт 
вводили в дозі 3000 мг/кг; другої групи – 5000 мг/кг; 
третьої групи – 10000 мг/кг; четвертої групи – 
15000 мг/кг і тваринам п’ятої групи досліджувану суб- 
станцію вводили в дозі 20000 мг/кг.
Для подальшого вивчення гострої токсичності 
екстракту з листя сливи було обрано парентераль-
ний (внутрішньоочеревинний) шлях введення. 
Для орієнтовного визначення летальних доз дос- 
ліджуваний екстракт вводили тваринам в дозах 1000, 
2000, 3000, 4000та 5000 мг/кг. Загибель тварин спо- 
стерігали при введенні екстракту з листя сливи, почи-
наючи з дози 3000 мг/кг. Для визначення ЛД50 екс- 
тракту з листя сливи домашньої проводили випро-
бування відповідно до методики: досліджуваним тва-
ринам вводили субстанцію в дозах 2830, 3160, 3550, 
3980, 4470 мг/кг та спостерігали за ефектом.
Визначали також ЛД50 для щурів. Досліджувану 
субстанцію вводили дослідним тваринам у дозах 2820, 
3160, 3550, 3980, 4470, 5000 мг/кг. 
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
В листі сливи було встановлено наявність 29 ор- 
ганічних кислот. Хроматограма витяжки листя сли-
ви зображена на рисунку.
Результати досліджень наведені у табл. 1.
Загалом сировина містила 3,00 % органічних кис- 
лот, включаючи (%) 0,56 жирних; 1,66 ди- та трикар-
бонових; 0,10 фенольних кислот та 0,63 оксокислот 
(левулінову кислоту). Найбільшим у листі сливи був 
вміст левулінової кислоти (6345,81 мг/кг), яка від-
носиться до оксокислот, відома як консервант і має 
антисептичні властивості. 
Серед ди- та трикарбонових кислот значним був 
вміст (мг/кг) лимонної, яблучної та оксалатної кис-
лот – 5520,954; 4737,60 та 4591,85 мг/кг відповідно. 
Найбільшим серед жирних кислот був вміст серед не- 
насичених кислот – ліноленової кислоти 3039,44 мг/кг, 
Рис. Хроматограма визначення органічних кислот у листі сливи домашньої.
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серед насичених – пальмітинової – 1545,76 мг/кг. Вміст 
фенольних кислот був загалом значно нижчим, ніж 
ди- та трикарбонових і жирних. Серед них домінува-
ла бензойна кислота – 226,08 мг/кг. 
Стосовно вивчення гострої токсичності екстрак- 
ту з листя сливи домашньої спостерігали зазначені 
далі прояви. У першу добу у тварин першої групи спо- 
стерігалося незначне пригнічення локомоції, у деяких 
тварин – з’єрошеність хутра, вказані прояви зника-
ли протягом найближчих 3-5 год. Всі тварини вижи-
ли. У тварин другої групи спостерігалося незначне 
пригнічення рухової активності, відсутність апети- 
ту. Вказані прояви повністю зникали наступної доби. 
Всі тварини вижили. Стан тварин задовільний. У тва- 
рин третьої групи спостерігалися пригнічення рухової 
активності, відмова від корму та води, з’єрошеність хут-
ра. Всі перелічені ознаки зникли протягом двох діб. Всі 
тварини вижили та знаходилися у задовільному стані. 
Протягом першої доби у тварин четвертої групи спос-
терігалося: значне пригнічення рухової активності, 
відмова від корму, хода невірна, хутро з’єрошене. Спос-
тереження показали, що стан тварин нормалізувався 
протягом трьох діб: відновлювався аппетит, рухова 
активність, хутро рівномірне, гладеньке, блискуче. Всі 
тварини вижили. У тварин п’ятої групи спостерігалося 
різке пригнічення локомоції, відмова від корму та води, 
описані явища зникали протягом 3-5 діб після введен-
ня екстракту. Всі тварини вижили.
Найвища доза, що вводилася дослідним твари-
нам, склала 20000 мг/кг, при цьому загибель тварин 
не спостерігалась, подальше збільшення дози було б 
ускладнене. Результати проведення експеримен- 
тальних дослідів наведені в табл. 2.
Отримані експериментальні дані свідчать про ду- 
же низьку токсичність досліджуваної субстанції при 
одноразовому внутрішньошлунковому введенні, то- 
му при проведенні дослідів на щурах тваринам вво-
дили максимальну дозу 20000 мг/кг, при цьому за-
гибель тварин не спостерігалася.
Таким чином, визначити LD50 досліджуваної суб- 
станції для перорального введення не вдалося. Той 
факт, що LD50 досліджуваного екстракту для перораль- 
ного введення перевищує для щурів та мишей 
15000 мг/кг, дозволяє віднести екстракт з листя сли- 
ви домашньої згідно з класифікацією К. К. Сидорова 
[7] до класу практично нешкідливих сполук.
При подальшому вивченні гострої токсичності, 
як свідчать експериментальні дані (табл. 3), ЛД50 для 
мишей при внутрішньоочеревинному введенні зна- 
ходиться в інтервалі 3160-3980 мг/кг. За найменшою 
дозою зазначеного інтервалу було встановлено, що 
ЛД50 для мишей при внутрішньоочеревинному вве-
денні склала 3430 (2780-4070) мг/кг.
Результати вивчення гострої токсичності екст-
ракту з листя сливи домашньої на щурах при внутрі- 
шньоочеревинному введенні надані у табл. 4.
Було встановлено, що ЛД50 досліджуваної суб-
станції для щурів знаходиться в інтервалі доз 3980-
5000 мг/кг. Аналіз експериментальних даних (табл. 4) 
показав, що ЛД50 для щурів при внутрішньоочеревин- 
ному введенні складає 4310 (3510-5120) мг/кг.
ВИСНОВКИ
Методом хроматомас-спектрометрії встановле-
но наявність 29 органічних кислот та визначено їх 
вміст у листі сливи домашньої. 
Екстракт з листя сливи домашньої є безпечним 
засобом та за класифікацією Сидорова К. К. відно-
ситься до VI класу токсичності.
Результати даного дослідження розширюють ві- 
домості про біологічно активні речовини листя сливи 
домашньої та можуть використовуватися при ство- 
Таблиця 2
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ренні методик контролю якості на сировину та для 
подальшого поглибленого вивчення фармакологіч-
ної активності отриманого екстракту.
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Л. В. Ленчик, И. В. Сенюк, Башар Джаббар Али-Сахлани
ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОСТРОЙ ТОКСИЧНОСТИ ЭКСТРАКТА ИЗ ЛИСТЬЕВ PRUNUS DOMESTICA И 
ОРГАНИЧЕСКИХ КИСЛОТ В СЫРЬЕ
Методом газовой хроматографии c масс-спектрометрическим детектором был изучен качест-
венный состав и содержание органических кислот в листьях сливы. При хроматографировании 
использовали хроматографическую колонку – INNOWAX, диаметром 0,25 мм и длиной 30 м. 
Скорость газа-носителя (гелий): 1,2 мл/мин; температура нагревателя – 250 °C. Температура 
термостата программировалась от 50 до 250 °С со скоростью 4 °С/мин. Установлено наличие 
и определено количественное содержание 29 органических кислот. Всего сырье содержало 
3,00 % органических кислот, в том числе (%) – 0,56 жирных; 1,66 ди- и трикарбоновых; 0,10 фе-
нолкарбоновых и 0,63 оксокислот (левулиновой). Среди карбоновых кислот содержание ли- 
монной, яблочной и щавелевой кислот было наибольшим – 5520,954; 4737,60 и 4591,85 мг/кг, 
соответственно. Линоленовая и пальмитиновая кислоты преобладали среди жирных кислот, 
(мг/кг) 3039,44 и 1545,76 соответственно. Среди фенольных кислот в наибольшем количест- 
ве содержалась бензойная кислота (226,08 мг/кг). Из листьев сливы был получен густой экст-
ракт и изучена его острая токсичность экспресс-методом Пастушенко Т. В. на мышах и крысах. 
Установлено, что экстракт является безопасным средством и по классификации Сидорова К. К. 
относится к VI классу токсичности.
Ключевые слова: слива; листья; газовая хроматография; органические кислоты; острая ток-
сичность
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L. V. Lenchyk, I. V. Senyuk, Bashar Аl-Jabbar Ali Sahlani
STUDY OF ACUTE TOXICITY OF PRUNUS DOMESTICA LEAVES EXTRACT AND ORGANIC ACIDS IN RAW 
MATERIAL
Content and quantitative composition of the organic acid in plum leaves have been studied by Gas 
chromatography mass spectrometry on Agilent Technologies 6890 chromatograph with mass spectro- 
metric detector 5973; chromatography column – INNOWAX, capillary diam. 0.25 mm and a length of 
30 m; the rate of carrier gas (helium): 1.2 ml/min; heater temperature – 250 °C; thermostat tempera-
ture was programmed from 50 to 250 °C with a speed of 4 °C/min. 29 organic acids were established. 
Overall, plant raw material contained 3.00 % of the organic acids, including (%) – 0.56 fatty; 1.66 
di- and three carboxylic; 0.10 phenol carboxylic acids and 0.63 phenolcarboxylic oxoacid (levulinic). 
Linolenic and palmitic acid prevailed among fatty acids (mg/kg) 3039.44 and 1545.76, respectively. 
Among the phenolic acids, the most abundant was benzoic acid (226.08 mg/kg). Among the carboxy-
lic acids, citric, malic and oxalic acids were the largest with – 5520.954; 4737.60 and 4591.85 mg/kg, 
respectively. Soft extract was obtained from the plum leaves and the study of its acute toxicity was 
carried out by Pastushenko T. V. express method on mice and rats. It was found that the extract is safe 
and it refers to a Class VI toxicity on the classification K. K. Sidorov.
Key words: plum; leaves; gas chromatography mass spectrometry; organic acids; acute toxicity
Адреса для листування:
61118, м. Харків, вул. Валентинівська, 4.
Національний фармацевтичний університет
Надійшла до редакції 12.11.2015 p.
